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ИССЛЕДОВАНИЕ СВОЙСТВ ТРАНСПОРТНОЙ Ха + +К 
АКТИВИРУЕМОЙ АГФ-азы КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН 

МЕТОДОМ УЗКОПОЛОСНОЙ рН-МЕТРИИ

Свойства ферментной системы, сопрягающей гидролиз АТФ с тран
спортом одновалентных ионов через клеточные мембраны, исследуются в 
последнее время чрезвычайно интенсивно в связи с изучением молекуляр
ных механизмов возникновения и поддержания ионной асимметрии жи
вых клеток. Гидролиз АТФ фрагментами клеточных мембран стимули
руется добавлением ионов Ха и К в присутствии ионов М§++, угне 
тается сердечным глюкозидом оуабаином и протекает но крайней мере 
в 3 стадиях {4]:

АТФ + Е -Г Ха
мг+ +

№+-Е~Р+ АДФ
Ха -Е-Р-1г֊Е֊ЕтХа+

неорг.)

где Е — Ха 4֊ К • — активируемая АТФ-азная ферментная система 
(ХаК'А).
Целью настоящей работы было изучение некоторых свойств активируе
мой ионами Ха+ и К4 реакции гидролиза АТФ клеточными мембранами.

Материал и методы. Фракция цитоплазматических мембран, содер
жащая активируемую ионами Ха+ и К+ АТФ-гидролизующую фер
ментную систему, выделялась из коры почек морской свинки модифика
цией методов [2, 6, 7] с помощью дифференциального центрифугирования.

Для измерения скорости гидролиза АТФ клеточными мембранами 
в присутствии активирующих ионов была применена методика узкопо
лосной рН-метрии.
Принцип измерения АТФ-азной активности по изменению pH среды ос
нован на том, что в ходе гидролиза АТФ образуется ортофосфорная кис
лота, диссоциация которой ведет к закислению среды, и скорость изме
нения pH пропорциональна скорости появления в среде ортофосфата, 
т. е.-характеризует измеряемую АТФ-азную активность.
Метод изучения АТФ-азной реакции по закислению среды был описан 
в работе I рина и Моммэртса [5], исследовавших АТФ-азную активность 
актомиозина, и уже нашел довольно широкое применение в этой области 
исследований.
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Применение же метода узкополосной рН-метрии в изучении кинетики 
№ КА-реакц,ии мембранной фракции связано с рядом трудностей.
Как сказано выше, ферментная система, гидролизуя ЛТФ, вызывает за
кисление среды, тем самым меняя условия изучаемой реакции, и основ
ным критерием для выбора допустимого диапазона изменения pH в про
цессе опыта является линейность скорости реакции в данном интервале 
изменения pH среды.
Естественно, допустимый диапазон изменения pH тем меньше, чем острее 
pH—зависимость ферментативной активности, С другой стороны, умень
шение допустимого интервала изменения pH ограничивается закислени
ем среды за счет диффузии СО2 в реакционную ячейку, а также помеха
ми в измерительной цепи.
pH—оптимум транспортной АТФ-азы лежит в более узком интервале 
pH, чем для актомиозина, и если для последнего допустимый интервал 
был АрН = 0,2—0,3, то для №КА приходится работать в интервале 
А pH = 0,1, что повышает требования к помехоустойчивости системы.

Кроме того, следует учесть, что незначительные изменения концен
трации ионов К + в среде вызывают существенные изменения в скоро
сти реакции К’а КА, поэтому нельзя работать с обычно применяемым в 
рН-метрии губчатым электролитическим ключом на ЗМКС1, даюшим 
большую течь КС1 в реакционную ячейку.
По литературным данным, наиболее пригодны электролитические мосты, 
заполненные агар-агаром на 1М 1ЧаС1 {3].
Критериями отбора электролитических мостов служат течь (меньше чем 
г- мМ ч5 ----), определявшаяся пламеннофотометрически, и сопротивление мос-

час
та (не более 15 ком).
В установке для узкополосной рН-метрии был применен рН-метр ЛПМ-60 М. Для ре
гистрации изменения ЭДС электродной системы напряжение с выхода ЯПМ-60М пода
валось через компенсационную схему на выход самопишущего прибора марки «Ро1аго- 
£гарИ ЕР60». Запись велась на диапазоне Л pH = 0.1. Реакционная среда изолировалась 
от доступа СО9 крышкой особой конструкции. Вся измерительная часть установки была 
тщательно экранирована.
Реакционная среда перемешивалась с помощью магнитной мешалки. Для предотвраще
ния влияния перемешивания на ЭДС электродной системы [3] применялись мешалки 
одинакового размера и использовалась одна скорость перемешивания.
Поскольку МаКА представляет собой дополнительную активность, выявляемую на фоне 
М£+т- —АТФ-азы при добавлении Ха + и К՜ и угнетающуюся оуабаином. в экспе
риментах записывались 2 кривые:
1) АТФ-азная активность в присутствии 5 мМ КС1, 25 мМ ХаС1, I мМ М^С12, 2 мМ 
\ТФ и мембранной фракции при 37°С—суммарная АТФ-азная активность (V общ.).
2| АТФ-азная активность с теми же реагентами, но в присутствии 10 —* М оуабаина 
(или там, где эго не приводило к изменению ионной силы от точки к точке на экспери
ментальной кривой, записывалась та же реакция, но без К + ив присутствии 10~Л М 
оуабаина. Это меняет абсолютные величины, но не влияет на ход кривой).
Эта активность--М^+^-активируемая (\’мц). Разность этих двух активностей и пред
ставляет собой иском}ю ХаКЛ-активность. и поскольку экспериментально определялись 
V общ. и Х/ми. то УхаКА строилась графически. Среднеквадратичное отклонение не 
превышает радиуса экспериментальных точек на рисунках.
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мм ленты самописца
Скорости приведены в относительных единицах I-— ----------------------- • Описанная ме-

мип
зоднка измерения АТФ-азной активности обладает рядом преимуществ по сравнению 
с обычно применяемым определением по фосфору. В средах небольшой буферной ем
кости этот метод обладает высокой чувствительностью, особенно в области нейтральных 
и щелочных pH. Он обеспечивает непрерывную запись кинетики АТФ-азной реакции, 
что позволяет, в частности, выбрать соотношения реагентов, при которых реакция идет 
по тип\ реакции первого порядка, и, следовательно, правомерно считать среднюю ско
рость реакции за данный промежуток времени истинной скоростью АГФ-азной реакции.

Результаты. В данной работе методом узкополосной рН-метрии опреде
лены оптимальные условия \аКА-активности.
Рис. 1 иллюстрирует рН-зависимость исследуемой ферментативной ак
тивности. Как видно из разностной кривой для ЫаКА, рН-оптцхтум этой 
активности наблюдается при pH 7,3.

Рис. 1. Зависимость АТФ-азной активности от pH среды. 
Сплошная линия — V общ; пунктирная Ум^; толстая —

УЬ’аКА.

Зависимость ХаКА-активности от соотношения активирующих ионов 
Гха՜ и К показана на рис. 2. Для исключения действия изменений ион-

V д онои силы на активность ферментной системы сумма концентраций Ыа 
и К поддерживалась постоянной и была выбрана на основании лите
ратурных данных [2].
Небольшие концентрации К + резко активируют ИаКА-активность, оп
тимум наблюдается при [К+ ] = 5 мМ и [№ + ] = 25 мМ. Дальнейшее уве
личение концентрации К несколько снижает активность ферментной 
системы.
Большой интерес представляет изучение кинетики действия специфиче
ского ингибитора ХаКА оуабаина на ферментативную активность мем
оранной фракции, поскольку применение для этих целей методики опре
деления неорганического фосфора затрудняет «инертность» этого мето
да; На рис. 3 представлена кинетика взаимодействия оуабаина с ХаКА 
ферментной системой. Как видно из значений скорости реакции и кри
вой, изображающей процент ингибированной активности от максималь
ного торможения АТФ-азной реакции, максимальное угнетение ГМаКА-
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активности достигается после 15 мин взаимодействия ингибитора с фер
ментной системой.

Рис. 2. Зависимость АТФ-азной активности от соотношения Ма + и 
Сплошная линия — V общ!, пунктирная — Уме; толстая — У^ка

Рис. 3. Кинетика действия оуабапна па АТФ-азную активность. Сплош- 
пая линия — АТФ-азиая активность: 1—без оуабаина, 2—в момент I О 
добавлен оуабаии Ю՜4 М. Штрих — пунктир — ° 0 ингибированной ак

тивности от максимального ингибирования.

Изучалась зависимость АТФ-азной активности от концентрации оуабаи
на от 10 -9 М до 10՜4 М (рис. 4). При сравнении обшей активности с 
приведенной -АТФ-азной полумаксимальное торможение обна
руживается при—1£ (оуабапна) =5.9, т. е. при концентрации ингибитора 
1,26Х1О-6М.
Та иные, полученные методом узкополосной pH-метр и и, хорошо согла
суются с известными из литературы [2] характеристиками ЫаКА фер
ментной системы, выделенной из того же объекта и изученной другими 
методами.
Наличие кинетики «взаимодействия оуабаина с ферментной системой 
\’а!<А мембранной фракции также соответствует данным, представлен
ным в работе Репке [8].
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Результаты настоящей работы позволяют выбрать оптимальные усло
вия \таКА—АТФ-азной реакции для дальнейшего изучения молекуляр
ного механизма транспорта одновалентных ионов.

Рис. 4. Зависимость АТФ-азной активности от концентрации оуабаина. 
Сплошная линия--V общ.; пунктирная штрих — пунктир — 0 0 ин
гибированной активности ог максимального ингибирования. \о~ без 

оуабаина.

Совпадение результатов исследования \таКА ферментной системы мето
дом узкополосной рН-метрип с известными литературными данными, 
полученными с помощью других методов, дает основание надеяться на 
широкое применение этого метода измерения при решении задач, связан
ных с выяснением механизма транспорта ионов через клеточные мем
браны [1].
Таким образом, оптимальными условиями работы МаКА являются 
pH 7,3 и соотношение активирующих ионов \та /К = 10.
При исследовании зависимости ЭДаКА-активности от концентрации оуа
баина установлено наличие кинетики взаимодействия этого ингибитора 
с ИаКА ферментной системой.
Сравнение полученных результатов с литературными данными выявляет 
возможность успешного применения метода узкополосной рН-метрии при 
исследовании кинетики гидполиза АТФ транспортной АТФ-азой клеточ
ных мембран.
Лаборатория радиационной биофизики 

Ереванскою физического института П вступило 9.IX 1971 г.
■г

Կ. Ն. ՋԱՆՋՈԻՂԱՏՏԱՆ

ՏՐԱՆՍՊՈՐՏԱՅԻՆ \'а ԵՎ К ԱԿՏԻՎԱՑՎՈՂ ԱՏՖ-ա4այի 
ՈԻՈՈԻԱ՚ՆԱՈԻՐՈԻՄՐ ՆԵՈՀ-ԵՐՏԱՅԻՆ рН-ՄԵՏՐԻԱՅԻ ՄԵԹՈԴՈՎ

Ամփ ո փ ո ւ մ

ևեղշերտային pH - մ /<տ րի սւ յի մեթոդով ուսումնասիրվեք Լն ծովախոզուկի 
ե րիկամների կեղևի թադանթային ֆրակցիայի և К ակտիվացվող ԱՏՖ-
աղ սիստեմի . ատկություններր \3 ]\ Ա սիստեմի աշխատանրի օւղ-
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սէիմաւ ւղայմաններր Лгу Л/ /< ն 7 , 3 և ա կ տի վա ցնn ղ իոնների հարա ր երա կ ղ ումft 

Na+/K + = ">• 
//1 սու մն ա и ի fl«/ ե I 
թյունից և ցույց

են NaK//.- ա կա ի վ ու թ յան կախվածությունը օուրաինի խրտւււ֊ 
է տրված \d К //• ֆերմենտ սիստեմի և ա (ղ ինհիբիտորի ւի ո 

իւ ա г/ ղ ե g ո ւ թ յ ւսն կինետիկայի ւ/ н յ n t թ j ո ւն ր ։
Ստացված տվյալները հաստատում են ն երշերտ ա յին pl I - if ե տ ր ի ա յ ի մեթոդի 

հաջող կիրառման հն ա ր ա վ ո ր ո ւ թյուն ր բջջային թաղանթների ԱՏէհ֊աղա/ի մի
զողով ԱՏՖ֊ի ւիդրոլիդի կին ե տի կ այի ուսումնասիրման մեջւ
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